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PEPTIDES NON GLYCOSYLES DERIVES DE LA PROTEINE G DU VRS ET 

LEUR UTILISATION DANS UN VACCIN 

La presente invention se rapporte au virus respiratoire syncytial, et plus 
5 particulierement a 1'identification de nouveaux antigenes, utiles notamment pour le 
traitement therapeutique et prophylactique des affections provoquees par ce virus. 

Le virus respiratoire syncytial (VRS) est classe dans la famille des 
Paramyxoviridae, genre pneumovirus comportant un genome ARN non segmente, de 
polarite negative, codant pour 1 1 proteines specifiques. Parmi les VRS, on peut citer 

10 notamment le VRS humain de type A et de type B et le VRS bovin dont les sequences 
genomiques sont connues. 

Le VRS est Tun des agents etiologiques les plus fr£quemment rencontres chez le 
nourrisson et chez les personnes agees. Les bronchiolites sont souvent graves chez 
1 'enfant et necessitent l'hospitalisation. Actuellement il n'existe pas de moyens de 

15 prevention contre la maladie due au VRS. La premiere infection au VRS ne previent pas 
contre la suivante. Le traitement des cas graves par antibiotherapie (Ribavirine) et/ou 
associe avec Pimmunotherapie (immunoglobulines humains) ne peuvent pas attenuer 
Paggravation de la maladie. De plus, ce type de traitement reste encore tres couteux. 
Les essais cliniques avec les anticorps monoclonaux HNK20 de ORAVAX (diriges 

20 contre la proteine F du VRS) n'ont pas montre d'efficacite du traitement par rapport au 
placebo contre l'infection du VRS chez Tenfant. Dans les annees 60, les tentatives 
d'immunisation des enfants avec un vaccin VRS inactive a la formaline (FI-RSV) 
avaient eu pour consequence Paggravation de la maladie au lieu de conferer une 
protection contre Pinfection naturelle au VRS. Cette aggravation de la maladie a ete 

25 caracterisee par une augmentation des neutrophils polymorphonuclears, des 
lymphocytes et des eosinophils dans le sang et les poumons (Kim et al., Pediatric Res. 
10:75-78 (1976)). II a aussi ete demontre chez la souris que FI-RSV induisait une 
reponse immune de type Th2 (T-helper 2), se traduisant notamment par une production 
importante d f IL-4, d f IL-5, d'IL-10 et d'IL-13, descytokines Th2. Des etudes recentes ont 

30 permis de correler cette immunopathologie observee suite a Tadministration de FI-RSV 
avec une region precisement determinee, un epitope CD4+ de sequence 185-193 de la 
proteine G du VRS humain de type A (de sequence SEQ ID No. 4 : ICKRIPNKK), qui 
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s'avere primordiale pour obtenir une reponse en cytokines Th2 chez les souris (Varga et 
aL, J. Immunol, 165:6487-6495, 2000). 

Parmi les documents relatifs a l'utilisation d'une proteine structurale 
particuliere, ou d'un de ses fragments, du VRS en tant qu'immunogene et/ou pour la 
5 preparation de vaccin, on peut citer : 

- la demande international de brevet WO 87/04185, publiee le 16 juillet 1987, 
qui propose d'utiliser des prolines structurales du VRS en vue d'un vaccin, comme les 
proteines d'enveloppe appelees proteine F (proteine de fusion) ou proteine G (proteine 
d'attachement), une glycoprotein de 22 Kd, une proteine de 9,5 Kd, ou la proteine 

10 majeure de capside (proteine N) ; 

- la demande internationale de brevet WO 89/02935, publiee le 6 avril 1989, qui 
decrit les proprietes de protection de la proteine F entiere du VRS, eventuellement 
modifiee sous forme monomerique ou deglycosylee. Une serie de fragments de la 
proteine F a ete clonee en vue de rechercher leurs proprietes neutralisantes ; 

15 - la demande internationale de brevet WO 95/27787, publiee le 19 octobre 1995, 

montrant que la proteine G du VRS ou certains de ses fragments, peuvent etre utiles 
dans la preparation de produits destines au traitement et/ou a la prevention d'affections 
provoquees par le VRS, sous-groupe A ou B ; et 

- la demande de brevet europeen EP 0 814 089, publiee le 29 decembre 1997, 
20 proposant d'utiliser certains fragments de la proteine F de fusion ou la proteine G 

entiere de type recombinant du VRS pour la protection contre les infections par le VRS 
de produits destines au traitement et/ou a la prevention d'affections provoquees par le 
VRS. 

Des peptides structurellement homologues a la sequence 149-197 de la proteine 
25 G et dans laquelle aucun oligosaccharide n'est lie a une serine, threonine ou asparagine 
sont egalement decrits dans la demande internationale de brevet WO 97/46581 publiee 
le 11 decembre 1997 ; il y est precise que cette absence de glycosylation permet de 
rendre cette region accessible pour se lier a des recepteurs. 

On peut enfin citer la demande internationale de brevet WO 99/03987, publi6e le 
30 28 janvier 1999, et le document publie par Simard et al. (Antiviral Research, 28:303- 
315, 1995) qui d6crivent des fragments de la proteine G du VRS contenant des epitopes 
specifiques, utilises dans un vaccin contre Tinfection au VRS. 
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Toutefois, aucune de ces demandes ne repondait au probleme d'obtenir une 
reponse immune suffisante et presentant le moins de risque possible 
dlmmunopathologies associSes a la production d'IL-5 ou a d'autres cytokines / 
chemokines impliquees dans cette reaction immunopathogene comme, mais non limite 

5 ^riL-4 5 riL-ioouriL-i3. 

Ceci est justement Fobjet de la presente invention. 

De maniere surprenante, il a ete mis en evidence qu'un peptide immunogene non 
glycosyle derive de la proteine G du VRS repond aux problemes mentionnes ci-dessus. 
Ainsi, la presente invention a pour objet un peptide immunogene derive de la 
10 proteine G du VRS non glycosyle et comportant au moins la sequence peptidique 148- 
1 93 de la proteine G du VRS humain du sous-groupe A ou B, ou du VRS bovin, ou une 
sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec lesdites sequences peptidiques 
148-193 de ces proteines G, de preference a 1'exception des peptides derives de la 
proteine G du VRS ayant pour sequence une sequence choisie parmi les sequences : 
15 a) SEQIDNos. 1 a 3 ; 

b) SEQ ID Nos. 1 a 3 comprenant chacune d'entre elles les mutations C173S et C186S ; 

c) les sequences 140-200, 140-198, 140-198, 140-196 et 140-194 des sequences telles 
que decrites en a) ou b) ; 

d) SEQ ID No. 1 comprenant les 6 mutations F163S, F165S, F168S, F170S, C173S et 
20 C186S ; 

e) SEQ ID No. 1 comprenant les 4 mutations N191S, K192N, G195K et T198P ; 

f) SEQ ID No. 1 comprenant les 4 mutations N157K, N160K, N161D et F163Y ; 

g) SEQ ID No. 1 comprenant les 8 mutations N157K, N160K, N161D, F163Y, N191S, 
K192N, G195K etT198P ;ou 

25 h) les sequences 124-203 et 1-230 de la proteine G du VRS (Simard et a]., 1995). 

Parmi lesdits peptides immunogenes selon Pinvention, on pr6fere ceux derives 
de la proteine G du VRS non glycosyle comportant au moins la sequence peptidique 
148-193 de la proteine G du VRS humain du sous-groupe A ou B, ou du VRS bovin, ou 
une sequence presentant au moins 80 % dTiomologie avec lesdites sequences 

30 peptidiques 148-193 de ces prolines G, et dont le fragment 185-193 desdites proteines 
G est identique a 100 % au fragment 185-193 desdites proteines G. 
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Parmi lesdits peptides immunogenes selon Pinvention, on prefere ceux derives 
du VRS humain du sous-groupe A ou B, notamment derives du type A et comprenant la 
sequence SEQ ID No. 4 de la liste des sequences ci-apres. 

Par le terme «peptide immunogene», on entend designer tout peptide qui, 
5 lorsqu'il est de preference associe a un porteur ou un adjuvant, est capable de generer ou 
accroitre une reponse immunitaire dirig6e contre le VRS. 

Dans la presente invention, on entendra designer par le terme « peptide » 
egalement les polypeptides. 

Dans la presente description, la notation « 148-193 » pour la sequence 
10 peptidique 148-193 doit etre entendue comme signifiant que ladite sequence d'acides 
amines est la sequence comprise entre les acides amines en position 148 et 193, 
extremites incluses, de la proteine G, la proteine G etant une proteine d'enveloppe du 
VRS. 

Les sequences peptidiques ainsi definies par ce type de notation dans la presente 
15 description peuvent etre aisement identifiables a partir des sequences SEQ ID No. 1, 
SEQ ID No. 2 et SEQ ID No. 3 de la liste des sequences ci-apres representant 
respectivement le fragment peptidique de sequence 130-230 de la proteine G du VRS de 
type A, de type B et de type bovin. 

Pour ces trois sequences SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2 et SEQ ID No. 3 
20 representees dans la liste des sequences ci-apres, Pacide amine situe en premiere 
position correspond ainsi et respectivement a Pacide amine situe en position 130 de la 
sequence de la proteine G du VRS de type A, de type B et de type bovin. 

Les peptides selon Pinvention, en particulier le peptide de sequence 148-193, 
peuvent notamment etre obtenus par synthese chimique peptidique classique, sans 
25 etapes de glycosylation, connue de I'homme du metier ou par voie recombinante sans 
glycosylation. 

Les methodes de preparation des peptides recombinants non glycosyles sont 
aujourd'hui bien connues de Phomme de Part et ne seront pas developpees dans la 
pr6sente description. Parmi les cellules utilisables pour la production de ces proteines 
30 recombinantes, on peut notamment citer les cellules bacteriennes (Olins P.O. et Lee 
S.C., Curr. Op. Biotechnology 4:520-525, 1993), et plus particulierement E. coli. 
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Par s6quence d'acides amines presentant une homologie d'au moins 80 % apres 
alignement optimal avec une sequence d'acide nucleique ou d'acides amines 
determinee, on entend designer une sequence qui apres alignement optimal avec ladite 
sequence determinee comprend un pourcentage d'identite d'au moins 80 % avec ladite 

5 sequence determinee. 

Par «pourcentage d'identite» entre deux sequences d'acides amines au sens de la 
presente invention, on entend designer un pourcentage de r6sidus d'acides amines 
identiques entre les deux sequences a comparer, obtenu apres le meilleur alignement, ce 
pourcentage etant purement statistique et les differences entre les deux sequences 6tant 

10 reparties au hasard et sur toute leur longueur. Les comparaisons de sequences entre deux 
sequences d'acides amines sont traditionnellement realisees en comparant ces sequences 
apres les avoir alignees de maniere optimale, ladite comparaison etant realisee par 

V 

segment ou par «fenetre de comparaison» pour identifier et comparer les regions locales 
de similarite de sequence. L'alignement optimal des sequences pour la comparaison 

15 peut etre realise, outre manuellement, au moyen de l'algorithme d'homologie locale de 
Smith et Waterman (1981) [Ad. App. Math. 2:482], au moyen de l'algorithme 
d'homologie locale de Neddleman et Wunsch (1970) [J. Mol. Biol. 48:443], au moyen 
de la methode de recherche de similarite de Pearson et Lipman (1988) [Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 85:2444], au moyen de logiciels informatiques utilisant ces algorithmes 

20 (GAP, BESTFIT, FASTA et TFASTA dans le Wisconsin Genetics Software Package, 
Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI, ou encore par les logiciels de 
comparaison BLAST N ou BLAST P). 

Le pourcentage d'identite entre deux sequences d'acides amines est determine 
en comparant ces deux sequences alignees de maniere optimale par fenetre de 

25 comparaison dans laquelle la region de la sequence d'acide nucleique ou d'acides 
amines a comparer peut comprendre des additions ou des deletions par rapport a la 
sequence de reference pour un alignement optimal entre ces deux sequences. Le 
pourcentage d'identite est calcule en determinant le nombre de positions identiques pour 
lesquelles le residu d'acide amine est identique entre les deux sequences, en divisant ce 

30 nombre de positions identiques par le nombre total de positions dans la fenetre de 
comparaison et en multipliant le resultat obtenu par 100 pour obtenir le pourcentage 
d'identite entre ces deux s6quences. 
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Par exemple, on pourra utiliser le programme BLAST, «BLAST 2 sequences», 
disponible sur le site http://www.ncbi.nlm.iiih.gov/gorfi^l2.html, les parametres utilises 
etant ceux donnes par defaut (en particulier pour les parametres «open gap penaltie» : 5, 
et «extension gap penaltie» : 2 ; la matrice choisie 6tant par exemple la matrice 
5 «BLOSUM 62» proposee par le programme), le pourcentage (fidentite entre les deux 
sequences a comparer etant calculi directement par le programme. 

Parmi lesdites sequences presentant une homologie d'au moins 80 %, on prefere 
les sequences de peptides capables d'induire une reponse immunitaire dirigee contre le 
VRS, telle que l'induction d'une reponse immunitaire mesuree au moyen des techniques 
10 standards decrites dans les exemples ci-apres, et presentant le moins de risque possible 
d'immunopathologies associees, ce risque pouvant etre evalue en particulier par les 
methodes decrites a 1' exemple V ci- apres. 

Dans un mode de realisation prefere de I'invention, ledit peptide immunogene 
derive de la proteine G du VRS non glycosyle selon I'invention est un fragment de la 
15 sequence peptidique 130-230 de la proteine G du VRS humain du sous-groupe A ou B, 
ou du VRS bovin, ou un fragment d'une sequence presentant au moins 80 % 
dTiomologie avec lesdites sequences peptidiques 130-230 de ces proteines G. 

Dans un autre mode de realisation prefere de Tinvention, ladite sequence 
peptidique 148-193 de la proteine G du VRS humain du sous-groupe A ou B, ou du 
20 VRS bovin comprend en position 173, 176, 182 et 186 une cysteine. 

Dans un mode de realisation particulierement prefere de Tinvention, le peptide 
selon Tinvention presente au moins un premier pont disulfure reliant les residus 173 et 
186 et un deuxieme pont disulfure reliant les residus 176 et 182. 

Parmi lesdits peptides immunogenes derives de la proteine G du VRS selon 
25 1 'invention, on prefere les peptides ayant pour sequence une sequence choisie parmi la 
sequence 148-193, 148-200, 148-230, 140-193, 140-230, 130-193 et 130-200 de la 
proteine G du VRS humain du sous-groupe A ou B, ou du VRS bovin. 

Lesdits peptides immunogenes derives de la proteine G du VRS selon 
1 'invention pourront egalement etre choisis parmi les peptides de sequence : 
30 a) SEQ ID Nos. 1 a 3 ; 

b) SEQ ID Nos. 1 & 3 comprenant chacune d'entre elles les mutations C173S et C186S ; 
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c) les sequences 140-200, 140-198, 140-198, 140-196 et 140-194 des sequences telles 
que decrites en a) ou b) ; et 

d) SEQ ID No. 1 comprenant les 6 mutations F163S, F165S, F168S, F170S, C173S et 
C186S ; 

5 (fragments peptidiques de la proteine G du VRS humain du sous-groupe A ou B, ou du 
VRS bovin de sequence 140-194, 140-196, 140-200, 140-198 et 130-230 dont certaines 
de ces sequences peuvent presenter un acide amine substitue par rapport a la sequence 
de la proteine G sauvage), parmi les peptides de sequence : 

e) SEQ ID No. 1 comprenant les 4 mutations N191S, K192N, G195K et T198P ; 

10 f) SEQ ID No. 1 comprenant les 4 mutations N157K, N160K, N161D et F163Y ; et 

g) SEQ ID No. 1 comprenant les 8 mutations N157K, N160K, N161D, F163Y, N191S, 

K192N, G195K etT198P; 
(fragments peptidiques de la proteine G du VRS humain de sous-groupe A de sequence 
130-230 comportant respectivement 4, 4 et 8 acides amines substitues par rapport a la 

15 sequence sauvage) ou parmi les peptides de sequence 124-203 et 1-230 desdites 
proteines G sauvages du VRS humain ou bovin. 

L'invention a encore pour objet une composition pharmaceutique caracterisee en 
ce qu'elle comprend dans un milieu pharmaceutiquement acceptable au moins un 
peptide selon l'invention. 

20 Ces compositions selon l'invention peuvent en outre contenir au moins une 

proteine porteuse et/ou un adjuvant. 

La proteine porteuse peut etre avantageusement choisie parmi la proteine TT 
(tetanus toxoide), la proteine DT (toxoide diphterique), la proteine de liaison a la 
serumalbumine humaine du Streptocoque et ses fragments, la sous-unite B de la toxine 

25 cholerique (CTB) et les extraits de proteines membranaires bacteriennes telles que les 
OMPC de Neisseria meningitidis (Vella et al., Infect. Immun., 60:4977-4983, 1992), 
TraT & Escherichia coli (Croft et al., J. Immunol., 146:793-798, 1991) ou PorB de 
Neisseria meningitidis (Fusco et al., J. Infect. Dis., 175:364-372, 1997). 

Une des proteines porteuses preferees consiste en une OmpA d'une bacterie du 

30 genre Klebsiella, proteine majeure de la membrane externe baptisee P40, presentant une 
activite de proteine porteuse, par voie systemique, pour des antigenes sous-unitaires 
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peptidiques (WO 95/27787 et WO 96/14415 ; Haeuw et al., Eur. J. Biochem., 255:446- 
454, 1998 ; Plotnicky-Gilquin et aL, J. Virol., 73:5637-5645, 1999). 

Dans les compositions selon Tinvention contenant au moins une proteine 
porteuse, ladite proteine porteuse sera de preference non glycosylee. 
5 L'adjuvant peut notamment etre choisi parmi le MPL-A, le Quil-A, TISCOM, le 

Dimethyl Dioctadecyl Ammonium sous forme de bromure (DDAB) ou de chlorure 
(DDAC), Talum (hydroxyde d'aluminium), Tadjuphos, les CpG, la Leif, la CT, (toxo'ide 
du cholera), la LT (Heat labile enterotoxine) et les versions detoxifiees de la CT ou la 
LT. 

10 Le peptide selon Tinvention peut etre associe, par melange ou par couplage, a la 

proline porteuse et/ou a Tadjuvant. 

Le couplage est de preference un couplage covalent, qui peut etre realise par la 

voie chimique ou par des techniques d'ADN recombinant. 

Dans un mode de realisation particulier de Pinvention, il est introduit un ou 
15 plusieurs elements de liaison dans le peptide selon Tinvention et/ou dans ledit porteur ou 

adjuvant pour faciliter le couplage chimique, de preference, ledit element de liaison 

introduit est un acide amine. 

Selon Tinvention, il est possible d'introduire un ou plusieurs elements de liaison, 

notamment des acides amines pour faciliter les reactions de couplage entre le peptide 
20 selon Tinvention et le porteur ou adjuvant. Le couplage covalent entre le peptide selon 

Tinvention et ledit porteur ou adjuvant peut etre realise a Textremite N- ou C- terminale 

dudit peptide. Les reactifs bifonctionnels permettant ce couplage seront determines en 

fonction de Textremite dudit peptide choisi pour effectuer le couplage et de la nature 

dudit porteur ou adjuvant a coupler. 
25 Dans un autre mode de realisation particulier, le couplage entre le peptide selon 

Tinvention et ledit porteur ou adjuvant est realise par recombinaison genetique, lorsque 

ledit porteur ou adjuvant est de nature peptidique. 

Les conjugues issus d f un couplage entre le peptide selon Tinvention et ledit 

porteur ou adjuvant peuvent etre prepares par recombinaison genetique. La proteine 
30 chimerique ou hybride (le conjugue) peut etre produite par des techniques d'ADN 

recombinant par insertion ou addition a la sequence d f ADN codant pour ledit peptide 
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selon 1'invention, (Tune sequence codant pour ledit porteur ou adjuvant de nature 
proteique. 

Les precedes de synthese des molecules hybrides englobent les methodes 
utilisees en genie genetique pour construire des polynucleotides hybrides codant pour 
5 les sequences polypeptidiques recherchees. On pourra, par exemple, se referer 
avantageusement a la technique d'obtention de genes codant pour des proteines de 
fusion decrite par D.V. Goeddel (Gene expression technology, Methods in Enzymology, 
vol. 185:3-187, 1990). 

Selon Tun des aspects de Pinvention, le peptide selon Tinvention est conjugue a 
10 la proteine porteuse ou a Tadjuvant par une proteine de liaison ; cette proteine de liaison 
peut notamment etre choisie parmi un recepteur de ralbumine serique de mammifere et 
les recepteurs presents a la surface des cellules mucosales. 

L'invention a egalement pour objet la composition selon Pinvention, 
caracterisee en ce que ladite composition pharmaceutique comprend en outre au moins 
15 un deuxieme antigene, immunogene ou haptene du VRS et/ou un antigene, immunogene 
ou haptene derive de micro-organisme responsable de pathologies des voies aeriennes 
choisi parmi les parainfluenza virus (PI V 1 , 2, 3 et 4), Tinfluenza virus (A et B), les 
hantavirus, les streptocoques, les pneumocoques, haemophilus influenza type b, les 
rhinovirus, les coronovirus et les m6ningocoques. 
20 Par « immunogene, antigene ou haptene », on entend designer en particulier tout 

compose exprime par un agent infectieux, ou un de leurs analogues structuraux, qui seul 
ou en association avec un adjuvant ou porteur est capable d'induire une reponse 
immunitaire specifique dudit agent infectieux. 

On entend egalement designer par "immunogene, antigene ou haptene" dans la 
25 pr6sente description un compose presentant une analogie structurale avec ledit antigene 
ou haptene capable d'induire une reponse immunologique dirigee contre ledit antigene 
ou haptene dans xm organisme prealablement immunise avec ledit compose analogue. 

Dans un mode de realisation encore plus pr^fere de Tinvention, ledit deuxieme 
antigene du VRS comprend au moins un fragment de la proteine G du virus respiratoire 
30 syncytial, ledit fragment comprenant un epitope T ou etant uniquement compost dudit 
epitope T. 
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Dans un autre mode de realisation prefere de l'invention, ledit deuxieme antigdne 
du VRS comprend an moins un fragment de la proteine F du virus respiratoire syncytial, 
ledit fragment comprenant un epitope T ou 6tant uniquement compost dudit Epitope T. 

Dans les compositions selon l'invention contenant au moins un deuxieme 
5 antigene ou immunogene derive du VRS et/ou un antigene derive de micro-organisme 
responsable de pathologies des voies aeriennes, ledit antigene sera de preference non 
glycosyle. 

Au sens de la presente invention, le milieu pharmaceutiquement acceptable est le 
milieu dans lequel les composes de l'invention sont administres, preferentiellement un 
10 milieu injectable chez l'homme. II peut etre constitue d'eau, d f une solution aqueuse 
saline ou d*une solution aqueuse a base de dextrose et/ou de glycerol. 

L'invention comprend egalement une composition selon l'invention, caracterisee 
en ce que ladite composition pharmaceutique est vehiculee sous une forme permettant 
d'ameliorer sa stabilite et/ou son immunogenicite ; ainsi, elle peut etre vehiculee sous 
15 forme de liposomes, virosomes, nanospheres, microspheres ou microcapsules. 

L'invention a 6galement pour objet des anticorps, monoclonaux ou polyclonaux, 
diriges contre les peptides selon l'invention. 

Les anticorps monoclonaux sont, de preference, humanises et produits par la 
voie recombinants Selon un autre aspect de l'invention, ils sont obtenus par la m6thode 
20 de librairie de phages. 

De preference, Panticorps monoclonal, polyclonal ou Tun de leurs fragments, est 
caracterise en ce qu'il est capable de se fixer specifiquement sur un epitope ou 
determinant des peptides non glycosyI6s selon l'invention. 

Les anticorps monoclonaux pourront avantageusement etre prepares a partir 
25 d'hybridomes selon la technique decrite par Kohler et Milstein en 1975 (Nature, 
256:495-497, 1975). 

Les anticorps polyclonaux pourront etre prepares, par exemple par immunisation 
d'un animal, en particulier une souris ou un lapin, avec le peptide selon l'invention 
associe a un adjuvant de la reponse immunitaire, puis purification des anticorps 
30 specifiques contenus dans le serum des aniinaux immunises sur une colonne d'affinite 
sur laquelle a prealablement ete fixee, ledit peptide ayant servi d'antigene. 
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Les anticorps de l'invention comprennent egalement tout fragment dudit 
anticorps monoclonal capable de se fixer sur un epitope du peptide selon Tinvention sur 
lequel se fixe l'anticorps monoclonal ou polyclonal dont ledit fragment est issu. Des 
exemples de tels fragments incluent en particulier des anticorps monoclonaux simple 
5 chaine ou des fragments monovalents Fab ou Fab' et des fragments divalents tels que 
F(ab')2, qui possedent la meme specificite de fixation que l'anticorps monoclonal ou 
polyclonal dont ils sont issus. Un fragment selon Pinvention pourra egalement etre un 
fragment Fv simple chaine produit par des methodes connues de l'homme de Part et 
telles que decrites par exemple par Skerra et al. (Science, 240:1038-1041, 1988) et King 

10 et al. (Biochemical J., 290:723-729, 1991). 

Selon la presente invention, des fragments d'anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux de Pinvention peuvent etre obtenus a partir des anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux tels que d6crits precedemment par des methodes telles que la digestion par 
des enzymes, comme la pepsine ou la papaine et/ou par clivage des ponts disulfides par 

15 reduction chimique. D'une autre maniere, les fragments d'anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux compris dans la presente invention peuvent etre synthetises par des 
synthetiseurs automatiques de peptides tels que ceux fournis par la societe Applied 
Biosystems, etc., ou peuvent etre prepares manuellement en utilisant des techniques 
connues de Phomme de Part et telles que decrites par exemple par Geysen et al. (J. 

20 Immunol. Methods, 102:259-274, 1978). 

En general, pour la preparation d'anticorps monoclonaux, polyclonaux ou leurs 
fragments, on pourra se referer aux techniques qui sont en particulier decrites dans le 
manuel « Antibodies » (Harlow et al, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor Publications pp. 726, 1988) ou a la technique de preparation a partir 

25 d'hybridomes decrite par Kohler et Milstein en 1 975. 

Les anticorps monoclonaux humanisms selon Pinvention ou leurs fragments 
peuvent etre prepares par des techniques connues de l'homme de Part (Carter et al., 
PNAS, 89: 4285-4289, 1992 ; Mountain, et al., Biotechnol. Genet. Eng. Rev., 10:1-142, 
1992). 

30 De tels anticorps monoclonaux humanises selon Pinvention sont preferes pour 

leur utilisation dans des methodes therapeutiques. 
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Les anticorps de Pinvention, ou leurs fragments pourront egalement etre 
marques par un marquage de type enzymatique, fluorescent ou radioactif. 

Les anticorps monoclonaux marques selon Pinvention ou leurs fragments 
incluent par exemple des anticorps dits immunoconjugu6s qui peuvent etre conjugues 
5 par exemple avec des enzymes telles que la peroxydase, la phosphatase alkaline, la P-D- 
galactosidase, la glucose oxydase, la glucose amylase, Panhydrase carbonique, P acetyl- 
cholinesterase, le lysozyme, la malate dehydrogenase ou la glucose-6 phosphate 
dehydrogenase ou par une molecule comme la biotine, la digoxigenine ou la 5-bromo- 
desoxyuridine. Des marqueurs fluorescents peuvent etre egalement conjugues aux 
10 anticorps monoclonaux ou leurs fragments de 1 'invention et incluent notamment la 
fluoresceine et ses derives, la rhodamine et ses derives, la GFP (GFP pour « Green 
Fluorescent Protein »), le dansyl, Pumbelliferone etc.. Dans de tels conjugues, les 
anticorps monoclonaux de Pinvention ou leurs fragments peuvent etre prepares par des 
methodes connues de Phomme de Part. lis peuvent etre couples aux enzymes ou aux 
15 marqueurs fluorescents directement ou par Pintermediaire d'un groupe espaceur ou d'un 
groupe de liaisons tel qu'un polyaldehyde, comme le glutaraldehyde, Pacide 
ethylenediaminetetraacetique (EDTA), Pacide diethylenetriaminepentaacetique 
(DPTA), ou en presence d'agents de couplage tels que le periodate etc.. Les conjugues 
comportant des marqueurs de type fluoresceine peuvent etre prepares par reaction avec 
20 un isothiocyanate. 

D'autres conjugues peuvent inclure egalement des marqueurs 
chimioluminescents tels que le luminol et les dioxetanes ou des marqueurs 
bioluminescents tels que la luciferase et la luciferine. 

Parmi les marqueurs pouvant etre fixes sur Panticorps monoclonal ou un de ses 
25 fragments selon Pinvention, on prefere egalement les marqueurs radioactifs tels que 
,4 C, 36 C1, 57 Co, 58 Co, 5I Cr, ,52 Eu, 59 Fe, 3 H, 125 I, ,31 I, 32 P, 33 P ^S, 75 SE et 99m Tc qui 
peuvent etre detects par des moyens connus tels que par exemple le compteur gamma 
ou a scintillations ou par autoradiographic 

Les peptides et/ou les anticorps selon Pinvention peuvent, selon un mode de 
30 mise en oeuvre de Pinvention, entrer dans la composition d'un kit de diagnostic. 

Les peptides et les anticorps selon Pinvention peuvent etre utilises a titre de 
medicament, et plus particulierement pour la preparation d'une composition destinee au 
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traitement preventif ou curatif des affections provoquees par le VRS humain, sous- 
groupe A ou B, ou par le VRS bovin, de preference par le VRS humain, notamment de 
sous-groupe A. 

Ainsi, Tinvention concerne encore l'utilisation d'un peptide immunogene derive 
5 de la proteine G du VRS non glycosyle et comportant an moins la sequence peptidique 
185-193 de la proteine G du VRS humain, sous-groupe A ou B, ou bovin, de preference 
du VRS humain du sous-groupe A ou B, notamment du sous-groupe A de sequence 
SEQ ID No. 4, ou comportant une sequence presentant au moins 80 % d'homologie 
avec lesdites sequences peptidiques 185-193 de ces proteines G, ou d'un anticorps selon 
10 Tinvention : 

- pour la preparation d f une composition pharmaceutique, preferentiellement d'un 
vaccin, destine au traitement prophylactique ou therapeutique des affections provoquees 
par le VRS humain, sous-groupe A ou B, ou bovin et n'induisant pas 
d'immunopathologies ; ou encore 

15 - pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a generer ou 

accroitre une reponse immunitaire contre le VRS et n'induisant pas 
d'immunopathologies. 

Pour ces deux utilisations ci-avant selon Tinvention, parmi lesdits peptides 
immunogenes, on prefere les peptides immunogenes selon la presente invention, en 

20 particulier : 

a) ceux derives de la proteine G du VRS non glycosyle comportant au moins la 
sequence peptidique 148-193 de la proteine G du VRS humain du sous-groupe A ou 
B, ou du VRS bovin, ou une sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec 
lesdites sequences peptidiques 148-193 de ces proteines G, et dont le fragment 185- 

25 193 est identique a 100 % au fragment 185-193 desdites proteines G ; ou 

b) ceux tels que ci-avant d6finis en a) et dont la sequence est comprise dans la sequence 
130-230 de ces proteines G, notamment les peptides immunogenes non glycosyles de 
sequence SEQ ID No. 1, No. 2 et No. 3 notes respectivement G2A (ou G2Na), G2B 
et G2V, le peptide G2 A etant particulierement prefere. 

30 

Les legendes des figures et exemples qui suivent sont destines k illustrer 
Tinvention sans aucunement en limiter la portee. 
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Dans ces exemples, on se referera aux figures suivantes : 
Figure 1 : Migration sur gel SDS Page de la proteine BBG2Na exprimee dans E. coli et 
dans des cellules HEp-2 avant et apres traiteraent avec des enzymes de deglycosylation. 
Figure 2 : Antigenicit6 de BBG2Na non-glycosyl6 et glycosyl6 vis-a-vis d f un panel 
5 d'anticorps monoclonaux specifiques pour le fragment de la proteine G du VRS et pour 
la partie BB de BBG2Na. 

GlyBBG2Na = BBG2Na glycosyle ; BBG2Na = BBG2Na non-glycosyle. Les 
anticorps monoclonaux 5B7 ? 5C2, 8A3, 1 1F7 et 18D1 sont specifiques pour le fragment 
de la proteine G du VRS dans BBG2Na. L'anticorps monoclonal 13F10 est specifique 
10 pour la partie BB de BBG2Na. 

Figure 3 : Immunog&iicite de BBG2Na glycosyle et non-glycosyle chez la souris. 

BBG2Na = BBG2Na non-glycosyle ; gBBG2Na = BBG2Na glycosyle ; Cell Ag 
= antigene controle cellulaire ; FI-RSV = VRS inactive par le formol ; PBS = phosphate 
buffered saline. 

15 Figure 4 : Efficacite protectrice de BBG2Na glycosyle et non-glycosyle chez la souris 
BALB/c. 

BBG2Na = BBG2Na non>glycosyle ; gBBG2Na = BBG2Na glycosyle ; Cell Ag 
= antigene controle cellulaire ; FI-RSV = VRS inactive par le formol ; PBS = phosphate 
buffered saline. 

20 Figure 5 : Nombre de cellules nucleees infiltrant les poumons apres challenge et 
populations cellulaires presentes dans ces poumons representees par le rapport 
CD4/CD8. 

Figure 6 : Nombre de granulocytes (LGL) et de cellules marquees par Panticorps RB6- 
8B5 (polynucleaires). 

25 Figure 7 : La secretion des cytokines Th2 (IL-5 et IL-10) ; augmentation significative de 
la secretion des cytokines chez les souris immunisees avec gBBG2Na et FI-VRS par 
rapport a celles traitees avec BBG2Na. 

On peut egalement noter que le pourcentage de lymphocytes de poumon 
secretant des cytokines de type Th2 chez les souris immunisees avec gBBG2Na et FI- 

30 VRS est similaire. 
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EXEMPLES 

Exemple I 

Le peptide de fusion BBG2Na est compose d'un fragment tres conserve de la 
proteine G du VRS-A, fragment denomme G2Na (fragment 130-230 de la proteine G du 
5 VRS humain de type A), fusionne par genie genetique au site de liaison a Talbumine de 
la proteine G du streptocoque, site appele BB. Ce peptide ainsi qu'une methode de 
production dudit peptide sont decrits dans Tart anterieur et notamment dans la demande 
de brevet internationale de brevet WO 95/27787. 

Afin de mettre en evidence Timportance de la non-glycosylation de ce peptide, 
10 nous avons produit une proteine recombinante, designee BBG2Na, dans E.coli et dans 
des cellules eucaryotes HEp-2. Les proteines ont ete purifiees sur des colonnes de HSA- 
sepharose. La confirmation de la glycosylation et la non-glycosylation des prot&nes 
exprimfes dans les systemes eucaryotiques et procaryotiques, a ete demontree par le 
traitement des proteines avec des enzymes de deglycosylation et Tanalyse des produits 
15 sur gel SDS-PAGE de 9 %. 

Comme mise en evidence dans la figure 1, la proline issue de Texpression 
procaryotique migre a la meme hauteur, peu importe le traitement ou non avec les 
enzymes de deglycosylation. Tout au contraire, la proteine derivee de Texpression 
eucaryotique migre moins que la proteine procaryotique avant traitement enzymatique, 
20 apres deglycosylation elle migre a la meme hauteur que la proteine procaryotique. 

Exemple II 

Pour determiner si BBG2Na issu d'£. coli (non-glycosyle) ou des cellules HEp-2 
(glycosyle) sont similaires ou non du point de vue antigenique, les 2 formes de proteines 
ont 6te testees en ELISA contre un panel d'anticorps monoclonaux specifiques de 

25 BBG2Na. Brievement, les proteines ont ete mises en contact avec ces anticorps a la 
meme concentration sur des plaques ELISA et le titre en anticorps monoclonal a ete 
determine en fonction de la derniere dilution de Tanticorps dormant une D.O. superieure 
a 2 fois le bruit de fond de Tessai. Comme il peut etre constate dans la figure 2, les 2 
formes de BBG2Na n f ont pu etre distingu6es entre elles, ce qui indique que les proteines 

30 sont tres similaires d ! un point de vue antigenicite. 
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Exemple III 

Afin de comparer rimmunogenicite des 2 formes de BBG2Na, des souris 
BALB/c ont ete immunisees 3 fois (a JO, J14 et J24) par voie intra peritoneale (ip) par 
2 |ig de BBG2Na non-glycosyle ou glycosyle, ou par l'antigene cellulaire HEp-2 
5 controle, FI-VRS ou PBS. Deux semaines apres la derniere immunisation, les serums 
des souris ont ete preleves et ont ete testes en ELISA contre des antigenes de VRS, 
comme decrit par Power, U.F. et al. (Virology, 230:155-166, 1997). Comme demontre 
dans la figure 3, les souris immunisees avec le peptide BBG2Na glycosyle ou non- 
glycosyle ont eu pratiquement le meme titre en anticorps anti-VRS. Done, les deux 
10 formes de la proteine sont aussi tres similaires du point de vue de leur immunogenicite. 

Exemple IV 

Afin de mettre en Evidence la capacite protectrice des deux formes de BBG2Na 
les souris decrites ci-dessus dans 1'exemple 3 ont ete challengees par le VRS-A, 1 0 jours 
apres la derniere immunisation. La figure 4 montre que toutes les 2 formes ont permis 
15 d'obtenir une protection dans les poumons d f une maniere sterilisante contre l f infection 
avec le VRS. Ces resultats indiquent que BBG2Na non-glycosyle et glycosyle sont 
autant protecteurs Tun que I'autre chez la souris. 

Exemple V 

Les resultats presentes en figures 2, 3 et 4 indiquent que le pouvoir vaccinal du 
20 peptide revendique n'est pas affecte du fait d'etre non-glycosyle mais au contraire, il 
reste aussi antigenique, immunogenique et efficace en terme de protection des poumons 
contre un challenge avec le VRS qu'un peptide glycosyle derive de la proteine G native 
ou exprime dans des cellules eucaryotes. 

Une etude d'immunopathologie a ete realisee chez la souris BALB/c (8 souris 
25 par groupe), en comparant les peptides de fusion BBG2Na glycosyle (gBBG2Na), non- 
glycosyles (BBG2Na) et le FI-VRS. 

5 

Les souris sont immunisees a JO, J14, J24. Elles sont challenges avec 10 

TCID 50 du RSV-A a J34 et sont sacrifiees, apres ponction sanguine intracardiaque, 7 
jours plus tard. Les poumons sont preleves, reduits en petits fragments et traites par un 
30 melange enzymatique de collagenase, Dnase et Dispase comme decrit (H. Plotnicky- 
Gilquin et al., Virol., 258:128-40, 1999). Les cellules infiltrantes pulmonaires sont 
numerees puis marquees a l'aide d 5 anticorps fluorescents specifiques des differents 
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types de populations cellulaires. Les cytokines intracellulars sont mises en evidence 
apres stimulation des cellules et marquage intracellulaire par des anticorps specifiques. 
L'analyse des cellules marquees est realisee en utilisant le FACSvantage (Becton 
Dickinson). 
5 I. Analyse des cellules pulmonaires 

1. Au niveau de P analyse des cellules pulmonaires, le nombre de cellules 
nucleees infiltrant les poumons apres challenge est augmente significativement dans les 
groupes de souris immunisees avec gBBG2Na et FI-VRS. De meme, on constate un 
changement qualitatif des populations cellulaires presentes dans ces poumons, avec un 

10 rapport CD4/CD8 significativement augmente comme cela peut se voir sur la figure 5. 

2. De meme, le nombre de granulocytes (LGL) et de cellules marquees par 
Panticorps RB6-8B5 (polynucleaires) est egalement considerablement augmente dans 
les groupes immunises avec gBBG2Na et FI-VRS (voir figure 6). 

II. Secretion des cytokines Th2 

15 En accord avec les changements quantitatifs et qualitatifs observes au niveau des 

cellules infiltrantes pulmonaires, on observe une augmentation significative de la 
secretion des cytokines Th2 (IL-5 et IL-10) chez les souris immunisees avec gBBG2Na 
et FI-VRS par rapport a celles traitees avec BBG2Na. Le profil de reponses avec 
BBG2Na est comparable a celui des souris traitees avec Pantigene cellulaire seuL La 

20 secretion des cytokines Th2 (IL-5 et IL-1 0) est representee a la figure 7. 

L' augmentation des infiltrats cellulaires, Paugmentation du rapport CD4/CD8, 
Papparition des polynucleaires et Paugmentation de la secretion de cytokines Th2 sont 
caracteristiques pour Pinduction d'une immunopathologie induite par le VRS. II a ainsi 
ete demontre que la glycosylation de BBG2Na conduit a une potentialisation de son 

25 profil immunopathologique, avec des effets comparables a ceux du FI-VRS. 
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REVINDICATIONS 

1/ Peptide immunogene derive de la proteine G du VRS, caracterise en ce 
que ledit peptide est non-glycosyle et comporte au moins la sequence peptidique 148- 
5 193 de la proteine G du VRS humain du sous-groupe A ou B, ou du VRS bovin, ou une 
sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec lesdites sequences peptidiques 
148-193 de ces proteines G. 

21 Peptide selon la revendication 1, caracterise en ce que ladite sequence 
peptidique 148-193 de la proteine G du VRS du sous-groupe A ou B comprend en 
10 position 173, 176, 182 et 186 une cysteine. 

3/ Peptide selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que ledit peptide 
immunogene derive de la proteine G du VRS a pour sequence une sequence choisie 
parmi les sequences 148-193, 148-200, 148-230, 140-193, 140-230, 130-193 et 130- 
200. 

15 4/ Peptide selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que ledit peptide 

immunogene derive de la proteine G du VRS a pour sequence une sequence choisie 
parmi les sequences : 

a) SEQ ID Nos. 1 a 3 ; 

b) SEQ ID Nos. 1 a 3 comprenant chacune d'entre elles les mutations C173S et C186S ; 
20 c) les sequences 140-200, 140-198, 140-198, 140-196 et 140-194 des sequences telles 

que decrites en a) ou b) ; 

d) SEQ ID No. 1 comprenant les 6 mutations F163S, F165S, F168S, F170S, C173S et 
C186S ; 

e) SEQ ID No. 1 comprenant les 4 mutations N191S, K192N, G195K et T198P ; 

25 f) SEQ ID No. 1 comprenant les 4 mutations N 1 57K, N 1 60K, N 1 6 1 D et F 1 63 Y ; et 

g) SEQ ID No. 1 comprenant les 8 mutations N157K, N160K, N161D, F163Y, N191S, 
K192N, G195K et T198P ; ou 

h) les sequences 124-203 et 1-230 de la proteine G sauvage de VRS. 

5/ Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle contient dans un 
30 milieu pharmaceutiquement acceptable, au moins un peptide selon l'une des 
revendications 1 a 4. 
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6/ Composition selon la revendication 5, caracterisee en ce qu'elle contient en 
outre au moins une proteine porteuse et/ou un adjuvant. 

II Composition selon la revendication 5 ou 6, caracterisee en ce que ladite 
composition pharmaceutique contient en outre un adjuvant, preferentiellement choisi 
5 dans le groupe d f adjuvant comprenant le MPL-A, le Quil-A, l'lSCOM, le Dimethyl 
DioctadScyl Ammonium sous forme de bromure (DDAB) ou de chlorure (DDAC), 
Talum, l'adjuphos, les CpG, la Leif, la CT, la LT et les versions d&oxifiees de la CT ou 
laLT. 

8/ Composition selon Tune des revendications 5 a 7, caracterisee en ce que 
10 ledit peptide est associe, par melange ou par couplage, a la proteine porteuse et/ou a 
Tadjuvant. 

91 Composition selon Tune des revendications 5 a 8, caracterisee en ce que 
ladite composition pharmaceutique contient en outre un deuxieme antigene, 
immunogene ou haptene du VRS et/ou un antigene, immunogene ou haptene derive de 
15 micro-organisme responsable de pathologies des voies aeriennes choisi parmi les para 
influenza virus (PIV 1, 2, 3, 4), Tinfluenza virus (A et B), les hantavirus, les 
streptocoques, les pneumocoques, haemophilus influenza type b, les rhinovirus, les 
coronovirus et les meningocoques. 

10/ Composition selon Tune des revendications 5 a 9, caracterisee en ce que 
20 ledit milieu pharmaceutiquement acceptable est constitue d'eau, d f une solution aqueuse 
saline ou d f une solution aqueuse a base de dextrose et/ou de glycerol. 

1 1/ Composition selon Tune des revendications 5 a 10, caracterisee en ce que 
ladite composition pharmaceutique est vehiculee sous une forme permettant d'ameliorer 
sa stabilite et/ou son immunogenicite. 
25 12/ Anticorps polyclonaux ou monoclonaux diriges contre un peptide selon 

Tune des revendications 1 a 4. 

1 3/ Anticorps selon la revendication 12, caracterises en qu'ils sont humanises. 
14/ Kit de diagnostic caracterise en ce qu'il comprend un peptide selon Tune 
des revendications 1 a 4 ou un anticorps selon la revendication 12 ou 13. 
30 1 5/ Utilisation d'un peptide immunogene derive de la proteine G du VRS non 

glycosyl6 et comportant au moins la sequence peptidique 185-193 de la proteine G du 
VRS humain, sous-groupe A ou B, ou bovin, ou comportant une sequence presentant au 


WO 02/058725 PCT/FR02/00270 

20 

moins 80 % d'homologie avec lesdites sequences peptidiques 1 85- 1 93 de ces proteines 
G, ou d'un anticorps selon la revendication 12 ou 13, pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee au traitement prophylactique ou th£rapeutique des 
affections provoqu£es par le VRS et n'induisant pas d'immunopathologies. 
5 1 6/ Utilisation d ! un peptide immunogene derive de la proteine G du VRS non 

glycosyle et comportant au moins la sequence peptidique 185-193 de la prot&ne G du 
VRS humain, sous-groupe A ou B, ou bovin, ou comportant une sequence presentant au 
moins 80 % d'homologie avec lesdites sequences peptidiques 185-193 de ces proteines 
G, ou d ? un anticorps selon la revendication 12 ou 13, pour la preparation d'une 
10 composition pharmaceutique destinee au traitement prophylactique ou therapeutique des 

« 

affections provoqu6es par le VRS, sous-groupe A ou B et n'induisant pas 
d'immunopathologies. 

17/ Utilisation selon Tune des revendications 15 ou 16, caracterisee en ce que 
ledit peptide immunogene derive de la proteine G du VRS non glycosyle est un peptide 
15 selon Tune des revendications 1 a 4. 
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LISTE DE SEQUENCES 
<110> Pierre Fabre Medicament 

<120> PEPTIDES NON GLYCOSYLES DERIVES DE LA PROTEINE G DU VRS 
ET LEUR UTILISATION DANS UN VACCIN 

<130> D 19303 

<150> FR 01 00 875 
<151> 2001-01-23 

<160> 4 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> Virus Respiratoire Syncytial humain de type A 
<220> 

<223> G2A, fragment aa 130-230 de la proteine G 
<400> 1 

Thr Val Lys Thr Lys Asn Thr Thr Thr Thr Gin Thr Gin Pro Ser Lys 
15 10 15 

Pro Thr Thr Lys Gin Arg Gin Asn Lys Pro Pro Asn Lys Pro Asn Asn 

20 25 30 

Asp Phe His Phe Glu Val Phe Asn Phe Val Pro Cys Ser lie Cys Ser 
35 40 45 

Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Cys Lys Arg He Pro Asn Lys Lys 
50 55 60 

Pro Gly Lys Lys Thr Thr Thr Lys Pro Thr Lys Lys Pro Thr Phe Lys 
65 70 75 80 

Thr Thr Lys Lys Asp His Lys Pro Gin Thr Thr Lys Pro Lys Glu Val 

85 90 95 

Pro Thr Thr Lys Pro 

100 


<210> 2 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> Virus Respiratoire Syncytial humain de type B 
<220> 

<223> G2B, fragment aa 130-230 de la proteine G 
<400> 2 

Thr Ala Gin Thr Lys Gly Arg He Thr Thr Ser Thr Gin Thr Asn Lys 
15 10 15 

Pro Ser Thr Lys Ser Arg Ser Lys Asn Pro Pro Lys Lys Pro Lys Asp 
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20 25 30 

Asp Tyr His Phe Glu Val Phe Asn Phe Val Pro Cys Ser lie Cys Gly 
35 40 45 

Asn Asn Gin Leu Cys Lys Ser lie Cys Lys Thr He Pro Ser Asn Lys 
50 55 60 

Pro Lys Lys Lys Pro Thr He Lys Pro Thr Asn Lys Pro Thr Thr Lys 
65 70 75 80 

Thr Thr Asn Lys Arg Asp Pro Lys Thr Pro Ala Lys Met Pro Lys Lys 

85 90 95 

Glu He He Thr Asn 

100 


<210> 3 
<211> 101 
<212> PRT 

<213> Virus Respiratoire Syncytial bovin 
<220> 

<223> G2V, fragment aa 130-230 de la proteine G 
<400> 3 

Gin Asn Arg Lys He Lys Gly Gin Ser Thr Leu Pro Ala Thr Arg Lys 
15 10 15 

Pro Pro He Asn Pro Ser Gly Ser He Pro Pro Glu Asn His Gin Asp 

20 25 30 

His Asn Asn Phe Gin Thr Leu Pro Tyr Val Pro Cys Ser Thr Cys Glu 
35 40 45 

Gly Asn Leu Ala Cys Leu Ser Leu Cys His He Glu Thr Glu Arg Ala 
50 55 60 

Pro Ser Arg Ala Pro Thr He Thr Leu Lys Lys Thr Pro Lys Pro Lys 
65 70 75 80 

Thr Thr Lys Lys Pro Thr Lys Thr Thr He His His Arg Thr Ser Pro 

85 90 95 

Glu Thr Lys Leu Gin 

100 


<210> 4 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> Virus Respiratoire Syncytial humain de type A 
<220> 

<223> fragment aa 185-193 de la proteine G 


<400> 4 

He Cys Lys Arg He Pro Asn Lys Lys 
1 5 
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